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ÖSSZEFOGLALÁS

Bevezetés: A  szívfejlődési rendellenességek a  leggyakoribb veleszületett fejlődési rendellenességek közé tartoznak, és ve-
zető okai a gyermekkori elhalálozásnak. A betegség prenatális diagnosztikáját a magzati echokardiográfia jelenti. A vizs-
gálat nem tartozik a  rutin szűrőmódszerek közé, és megbízhatósága több paramétertől is függ. Egyre nagyobb az  igény 
olyan biomarkerekre, amelyek segítségével kiszűrhetőek a  magasabb kockázatú terhességek. Ígéretes megoldást kínál-
nak az  anyai keringésben fellelhető magzati eredetű szabad nukleinsavak, amelyek egyszerű vérvétellel hozzáférhető-
ek. A  mikro-RNS-ek (miRNS) olyan rövid, fehérjét nem kódoló RNS molekulák, amelyek fontos szerepet töltenek be 
az  eukarióta gének poszttranszkipciós szabályozásában. Több, a  szívfejlődés folyamatában résztvevő gén expresszióját 
is befolyásolják, ezáltal összefüggésbe hozhatóak a  szívfejlődési rendellenességekkel. Azok a  miRNS-ek, amelyek 
expresszálódnak a placentában, kimutathatóak az anyai keringésben, és rendkívüli stabilitásuknak köszönhetően potenci-
ális biomarkerként szolgálhatnak. A magzati eredetű miRNS-ek expressziós vizsgálata új lehetőségeket nyit a noninvazív 
molekuláris magzati diagnosztikában.
Anyagok és módszerek: Kutatócsoportunk célkitűzése a miRNS-ek szerepének vizsgálata a veleszületett szívfejlődési rend-
ellenességek kialakulásában, illetve alkalmazhatóságuk felmérése a  noninvazív molekuláris magzati diagnosztikában. 
A vizsgálatainkba 14 szívhibás magzatot hordozó és 14 egészséges magzatot viselő anyát vontunk be. Megmértük a let-7c 
miRNS expresszióját anyai plazma mintákban valós idejű PCR módszerrel, továbbá modelleztük a  miRNS lehetséges 
hatásmechanizmusát bioinformatikai eszközök segítségével.
Eredmények és következtetések: Eredményeink szerint a  let-7c miRNS expressziója lényegesen fokozódott a beteg minták 
esetében. Ez alapján azt feltételezzük, hogy a  let-7c a veleszületett szívfejlődési rendellenesség potenciális biomarkere, és 
a közeljövőben a magzati szívultrahanggal kombinálva alkalmazható lehet a betegség kiszűrésére.
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ABSTRACT

Objectives: Congenital heart defects (CHD) are the most common fetal malformations and the leading cause of perinatal 
death. Fetal echocardiography is the most widely used diagnostic tool for CHD, however, it does not belong to the rou-
tine screening examinations, and its reliability depends on several parameters. There is a great need for biomarkers which 
could detect CHD easily with high accuracy. Cell-free fetal nucleic acids are present in the maternal circulation and can 
be measured by a simple blood test. MiRNAs are short, non-coding RNA molecules that play an important role in the 
regulation of eukaryotic gene expression. MiRNAs which contributes to heart development are associated with congeni-
tal heart diseases. Some of them are expressed by the placenta and can be found in maternal circulation in consequence.
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Materials and methods: In this study, our aim was to analyze the let-7c miRNA abundance in maternal plasma samples 
by RT-PCR method and to model the possible triggering effect of let-7c miRNAs in congenital heart disease by bioin-
formatic analysis. Peripheral blood samples were collected from 28 pregnant women: in 14 cases the fetus had CHD, 
and in 14 control cases no CHD was diagnosed.
Results and conclusions: Significant difference was measured in the expression of let-7c concentration between the affected 
and the control group, therefore, let-7c seems to be a potential biomarker for fetal CHD. We suppose that the detection 
of heart development related miRNAs reveals new opportunities for congenital heart defect research and diagnosis.
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BEVEZETÉS

A veleszületett szívfejlődési rendellenességek (VSzR)a szív 
és a  nagy erek strukturális és funkcionális defektusaival 
járó kórképek. A  leggyakoribb kongenitálisanomáliákhoz 
tartoznak,és vezető okai a  csecsemő- és gyermekkori el-
halálozásnak [1]. A  betegséggel sújtott újszülöttek több 
mint felének kritikus az  állapota és legtöbbször sebészeti 
beavatkozásra van szükségük. A  rendellenesség súlyossá-
gától és sebészeti korrigálhatóságától nagymértékben függ 
a  gyermek várható élettartama, ezért fontos a  terhesség 
alatti felismerés. Az  idejében detektált szívbetegség lehe-
tővé teszi az  esetleges életmentő kezelések elvégzését, il-
letve megalapozza a társuló kórképekre való szűrést is [2].

A veleszületett szívfejlődési rendellenesség születés előt-
ti diagnosztikája magzati echokardiográfiávaltörténik [3]. 
Megbízhatósága több paramétertől is függ, mint például 
az  anyai súly, a  berendezés minősége és a  vizsgáló szak-
képzettsége [4]. Ebből kifolyólag nagy az  igény az  olyan 
biomarkerekre, amelyeket a magzati szívultrahanggal kom-
binálva növelhető a  vizsgálat diagnosztikus értéke. Széles 
körűen elterjedt a  nyaki redő vastagságának a  mérése [5], 
továbbá összefüggést mutattak ki egyes, a  terhesség alatt 
vizsgált szérum markerek (beta-hCG és PAPP-A) és a  ve-
leszületett szívhibák megjelenése között [6].

Ígéretes megoldást kínálnak az  anyai keringésben fel-
lelhető magzati eredetű szabad nukleinsavak. A  szabad 
nukleinsavak egyszerű vérvétellel hozzáférhetőek [7]. 
A  szabad magzati eredetű nukleinsavak prenatális diag-
nosztikai alkalmazása napjainkban egyre szélesebb körű: 
alkalmazzák magzati nem (nemhez kötött betegségek szű-
résére) és vércsoport meghatározásra, apai allél által meg-
határozott örökletes betegségek és számbeli kromoszóma 
eltérésék szűrésére [8].

A mikroRNS-ek (miRNS) olyan rövid, fehérjét nem 
kódoló RNS molekulák, melyek fontos szerepet tölte-
nek be az  eukarióta gének poszttranszkipciós szabályo-
zásában [9]. Több, a  szívfejlődés folyamatában résztvevő 
gén expresszióját is befolyásolják, ezáltal összefüggésbe 

hozhatóak a  szívfejlődési rendellenességekkel [10].Azok 
a  miRNS-ek, amelyek expresszálódnak a  placentában, 
kimutathatóak az  anyai keringésben, és rendkívüli stabi-
litásuknak köszönhetően potenciális biomarkerként szol-
gálhatnak [11]. A magzati eredetű miRNS-ek expressziós 
vizsgálata új lehetőségeket nyit a  non-invazív molekuláris 
magzati diagnosztikában.

A let-7 miRNS család tagjai konstitutívan expresszá
lódnak a  szív- és érrendszer főbb sejtjeiben, beleértve 
a  vaszkuláris simaizomsejteket, az  endothel sejteket és 
a koszorúér simaizomsejtjeit [12, 13]. Coppola és munka-
társai 2013-ban kísérletekkel bizonyították, hogy a  let-7c 
részt vesz a  cardiomyogenesis szabályozásában: célpontja 
egy olyan metil-transzeferáz enzim (Ezh2), amely kulcs-
fontosságú, szívfejlődést szabályozó transzkipciós faktoro-
kat csendesít (ezáltal a miRNS serkenti a folyamatot) [14]. 
A  let-7c prekurzora a  humán 21-es kromoszómán kódolt 
(21p11.1). A Down-szindróma, más néven 21-es triszómia 
gyakran társul szívfejlődési rendellenességgel [15], ezért 
összefüggés feltételezhető a  let-7c megemelkedett kópia-
száma és a szívhibák megjelenése között.

ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK

A vizsgálatok elvégzéséhez 28 várandóstól gyűjtöttünk 
mintát. A  14 beteg eset (1. Táblázat) kiválasztásánál 
az  alábbi kritériumokat vettük figyelembe: 1) a  magzat 
pozitív echokardiográfiai lelete, 2) citogenetikai vizsgálat-
tal nem igazolódott aneuploida, 3) a  spontán fogant ter-
hesség 4) nem ikerterhesség, 5) az  anya kórtörténetében 
nem szerepel kardiovaszkuláris megbetegedés. A  kontroll 
csoportban 14, a beteg csoporttal életkor és a  vérvételkori 
terhességi kor alapján összehasonlítható várandós szerepelt 
(2. Táblázat).

miRNS extrakció

Az anyai perifériás vérmintákat zárt vérvételi rendszer se-
gítségével vettük le. A mintákat EDTA tartalmú csövekbe 
gyűjtöttük. A  vérmintákból Eppendorf 5810 R (Eppendorf 



A Let-7c expressziója congenitális szívbetegségeknél | The expression of Let-7c in congenital heart defects� Biró Orsolya és mtsai

MAGYAR NŐORVOSOK LAPJA | JOURNAL OF HUNGARIAN OBSTETRICIANS AND GYNAECOLOGISTS | 2015; 3� 151

AG, Hamburg, Németország) típusú centrifuga segítségével 
elválasztottuk a  plazmát. A  mintákat 10 percig 2,500 rpm 
fordulatszámon, majd a leszívott felülúszót 10 percig 15,500 
rpm fordulatszámon centrifugáltuk. 	 A plazmából 
miRNS extrakciót végeztünk a NucleoSpin® miRNA Plasma 
(Machery-Nagel GmbH & Co. KG, Düren, Németország) kit 
felhasználásával, a gyártó leírásának megfelelően.

Össz-miRNS koncentrációmérés

A kapott minták össz-miRNS koncentrációját Nanodrop 
1000 UV-VISspektrofotométer (Thermo Fischer Scientific 
Inc., Wilmington, USA) segítségével határoztuk meg. 
RNA-40 beállítással dolgoztunk, és az  egyes mérésekhez 
2 µl mintát használtunk fel.

cDNS szintézis és RT-PCR

A miRNS minták reverz transzkipcióját a  miScript® II RT 
Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Németország) felhasználásával 
végeztük el, a gyártó leírásának megfelelően.	A RT-PCR 
reakciók kivitelezéséhez a LightCycler® FastSart DNA Master 
SYBR Green I kitet (Roche Ltd., Penzberg, Németország) hasz-

náltuk. A reakciót a let-7c miRNS-re és a kontrollu6snRNS-
re specifikus primerekkel (miRCURY LNATM PCR primer 
set, Exiqon A/S, Vedbæk, Dánia) hajtottuk végre, a  gyártók 
leírásának megfelelően. A mérések során a globin háztartási 
gént alkalmaztuk kalibrátorként, előre meghatározott kon-
centrációkban (15, 1,5, 0,15, 0,015 ng/µl).

A RT-PCR reakciókat a  Light Cycler® 4.05 szoftver-
rel dolgoztuk fel. Az egyes mintákhoz tartozó let-7c és u6 
koncentrációkat Excel táblázatban (Microsoft Co., Seatt-
le, USA) rögzítettük, és további számításokat végeztünk. 
Az  adatok normalizálása a  következő módon történt: 
az  egyes mintákban lévő let-7c koncentrációt elosztottuk 
az ugyanabban a mintában mért u6 koncentrációval, majd 
a  kapott hányadost megszoroztuk az  összes mintában át-
lagosan mért u6 koncentrációval.

Bioinformatikai analízis

Az Uniprot[16]és a  GeneOntology [17]internetes 
adatbázisokfelhasználásával olyan fehérje kódoló gé-
neket kerestünk, melyek részt vesznek a  szívfejlődés 
szabályozásában. A  kapott géneket a  miRWalk [18]
webszerverrelvizsgáltuk tovább, amely több miRNS-target 
predikciós programot kombinál. Mi ezek közül a  Diana-
microT [19], miRanda [20] és Tarbase [21] eszközöket 
alkalmaztuk, amelyek különféle paramétereket vesznek 
figyelembe a  predikció kiszámításánál (seed régió komp-
lementaritás, konzerváltság stb.). AmiRTarBase [22] 
adatbázis segítségével meghatároztuk, hogy a  prediktált 
miRNS-mRNS interakciókat validálták-e valamilyen kí-
sérleti módszerrel (microarray, RT-PCR stb). Az  utol-
só lépésben megvizsgáltuk, hogy a  prediktált target 
gének közül volt-e olyan, aminek a  mutációját összefüg-
gésbe hozták szívfejlődési rendellenességgel. Erre a  célra 
a CHDWiki [23] adatbázist alkalmaztuk forrásként.

Statisztika

A statisztikai elemzéseket a  STATISTICA (StatSoft Inc., 
Tulsa, USA) szoftverrel végeztük el. Az  eredményeket 
átlag±szórás formában adtuk meg, esetenként megjele-
nítettük a  medián, minimum, maximum és percentilis 
értékeket is.A csoportok közötti eltérések statisztikai 
szignifikanciáját a  Student-féle t-próbával számoltuk ki, 
szignifikáns különbségnek a p<0,05 értéket vettük.

EREDMÉNYEK
Össz-miRNS koncentráció

A spektroszkópiai mérések alapján minden anyai plazma-
mintából sikeres volt a miRNS extrakció. A mintákban mért 
össz-miRNSkoncentrációkban nem mutatkozott szignifikáns 
különbség a két csoport között, a kontroll mintákban átlago-

1. táblázat A betegcsoportban előforduló szívfejlődési 
rendellenességek

Minta­
szám Szívfejlődési rendellenesség

1 Ventricularis Septum Defectus (VSD), Pulmonalis 
Atresia (PA)

2 Hypoplasias Balszívfél Syndroma (HLHS), Aorta 
Atresia (AA)

3 Hypoplasias Balszívfél Syndroma (HLHS), Aorta 
Atresia (AA)

4 Atrioventricularis Septum Defectus (AVSD)

5 Univentricularis Szív (UVH), Nagyér Transpositio 
(TGA)

6 Atrioventricularis Septum Defectus (AVSD), 
Pulmonalis Atresia (PA)

7 Pulmonalis Atresia (PA)
8 Hypoplasias Balszívfél Syndroma (HLHS)
9 Ventricularis Septum Defectus (VSD)
10 Hypoplasias Jobbszívfél Syndroma (HRHS)

11 Fallot Tetralógia (TOF), Kettős kiáramlású Jobb 
Kamra (DORV)

12 Atrioventricularis Septum Defectus (AVSD)
13 Hypoplasias Balszívfél Syndroma (HLHS)
14 Atrioventricularis Septum Defectus (AVSD)

2. táblázat A vizsgálatokban résztvevő édesanyák átlagos 
életkora és a terhesség kora. VSzR: Veleszületett szívfejlődési 
rendellenesség, p: p-érték

VSzR (n=14) Kontroll (n=14) p
Anya életkora 
(év) 32,5 (20-38) 31,5 (24-39) 0,33
Terhességi kor 
(hét) 20,9 (15-25) 19,4 (13-33) 0,99
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san 6,36±2,11 ng/µl, a betegekben pedig 5,11±2,10 ng/µl volt 
a miRNS koncentráció (p=0,23) (1. Ábra).

A let-7c mennyiségének meghatározása anyai 
plazma mintákban

A miRNS expressziós vizsgálatok elvégzéséhez op-
timalizáltuk a  RT-PCR reakciót. A  módszer segít-
ségével hatékonyan detektáltuk az  u6 snRNS-t és 
a let-7c miRNS-t anyai plazmában. A kóros esetekben alet-
7cmiRNSmennyisége szignifikánsan emelkedett a kontroll 
csoportban mért mennyiséghez viszonyítva(2,81±3,70 ng/
µl illetve 0,017±0,023 ng/µl) (p<0,05) (2. Ábra).

A bioinformatikai analízis eredményei

A miRWalk webszerver alkalmazásával a  vizsgált 407 
gén által kódolt mRNS szekvenciák közül 98 a  hsa-let-
7c miRNS lehetséges célpontja (legalább egy predikciós 
program által megjósolt interakció alapján). Negyven-
négyet ezek közül mind a  három felhasznált predikciós 

program potenciális célpontként határozott meg. A  44 
találat közül négyetvalidáltak kísérleti módszerekkel 
is: DICER1 (Western blot [24]), TGFBR1 (Western 
blot, riporter esszé, RT-PCR [25]), NOTCH2 (újgene-
rációs szekvenálás[26], 15. Ábra) és TAZ (újgenerációs 
szekvenálás [26]); 6 gén mutációja szívfejlődési rendel-
lenességhez vezet: ACVR2B (non-szindromikus VSzR 
[27]), CHD7 (CHARGE szindróma [28]), HAND2 (non-
szindromikus VSZR [29]), NOTCH2 (Alagille szindróma 
[30]), SH3PXD2B (Frank-Ter Haar szindróma [31]) és 
TBX5 (Holt-Oram szindróma [32]) (3. Táblázat).

MEGBESZÉLÉS

A humán keringésben fellelhető szabad miRNS-ek szintje 
relatíve állandó és stabilitásukat szélsőséges körülmények 
között is megőrzik. Ezen tulajdonságainak köszönhetően, 

3. táblázat. A let-7c miRNS szívfejlődési rendellenességgel kapcsolatba hozható prediktált célgénjei

Gén neve miRNS neve Predikció (3/#) Validálás Szívfejlődési 
rendellenesség

ACVR2B let-7c-5p 3 nem igen
CHD7 let-7c-5p 3 nem igen
DICER1 let-7c-5p 3 igen nem
HAND2 let-7c-5p 3 nem igen
NOTCH2 let-7c-5p 3 igen igen
SH3PXD2B let-7c-5p 3 nem igen
TAZ let-7c-5p 3 igen nem
TBX5 let-7c-5p 3 nem igen
TGFBR1 let-7c-5p 3 igen nem

1. ábra. Az anyai plazma mintákban mért össz-miRNS 
koncentrációk. 1-14: beteg, 15-28: kontroll
Szórásdiagram. Jelölések: o: beteg minták, +: kontroll minták. 
A mintákban mért össz-miRNS koncentrációkban nem 
mutatkozott szignifikáns különbség a két csoport között.

2. ábra. A beteg és kontroll csoportban mért let-7c miRNS 
koncentrációk medián értékei
Doboz ábra. Jelölések: □: 25-75% interkvartilis tartomány 
(IQR), ▫: medián, I: minimum és maximum értékek a normál 
tartományban, *: kiugró értékek. A kóros esetekben 
a let-7c miRNS mennyisége szignifikánsan emelkedett 
a kontroll csoportban mért mennyiséghez viszonyítva.
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a  keringő miRNS-ek potenciális biomarkerként szolgál-
hatnak különböző kórképek esetében. Azok a miRNS-ek, 
amelyek a  terhesség ideje alatt expresszálódnak a  placen-
tában, nagy valószínűséggel kimutathatóak az  anyai ke-
ringésben. Számos olyan található közöttük, amely részt 
vesz a  szívfejlődés folyamatának szabályozásában, ezáltal 
összefüggésbe hozható a szívfejlődési rendellenességekkel.

A let-7 miRNS család tagjai (13 db miRNS, köztük 
a  let-7c) konstitutívan expresszálódnak a  szív- és érrend-
szer főbb sejtjeiben, beleértve a  vaszkuláris simaizom sej-
teket, az endothel sejteket és a koszorúér simaizom sejtjeit 
[12]. Babiarz és munkatársai 2012-ben hiPSC (human 
induced pluripotent stem cells) eredetű szívizomsejteken 
transzkiptomikai vizsgálatot végeztek, melynek eredmé-
nyéül azt kapták, hogy a  let-7 miRNS család egy fontos 
csomópontja a  cardiomyocyta differenciációt szabályo-
zó miRNS-mRNS hálózatnak [13]. Alet-7miRNS család 
tagjai fokozottan expresszálódnak a  méhlepényben [33], 
ezért feltehetően megtalálhatóak az anyai keringésben is.

Coppola és munkatársai 2013-ban kísérletekkel bi-
zonyították, hogy a  let-7c részt vesz a  cardiomyogenesis 
szabályozásában: célpontja egy olyan metil-transzeferáz 
enzim (Ezh2), amely kulcsfontosságú, a  szívfejlődésben 
szerepet játszó transzkipciós faktorokat csendesít (ezáltal 
a miRNS serkenti a  folyamatot) [14]. Thum és munkatár-
sai azt találták, hogy a  let-7c expressziós mintázata nagy 
hasonlóságot mutat krónikus szívelégtelenségben és mag-
zati szívben. Ebből arra következtettek, hogy a  betegség 

a  fetális gén program reaktivációjával jellemezhető, és ezt 
a  változást vélhetően miRNS-ek (köztük a  let-7c) idézik 
elő [34].

Az általunk végzett bioinformatikai analízis eredmé-
nyei szerint a  NOTCH2 gén a  let-7cmiRNS fontos cél-
pontja (3. Ábra) és a  gén csendesítése szívfejlődési rend-
ellenességhez vezethet: a  gént a  felhasznált predikciós 
programok a  hsa-let-7c potenciális célpontjaként határoz-
ták meg; kísérletesen validálták a  miRNS-mRNS inter-
akciót [26]; továbbá a  gén mutációja a  szív hibás fejlődé-
séhez vezet.ANOTCH2 fontos szerepet játszik a  velőcső 
eredetű vaszkuláris simaizom sejtek proliferációjának sza-
bályozásában és nélkülözhetetlen a  szív kiáramlási pályá-
jának megfelelő kifejlődéséhez [35]. Az  Alagille szind-
róma (OMIM:610205) szívfejlődési rendellenességgel 
társuló komplex, dominánsan öröklődő kórkép. A  beteg-
ség kialakulásának oka a  Notch szignalizációs útvonal 
diszfunkciója, melyért legtöbbször a  JAG1 gén mutációi, 
kisebb részben pedig a  a NOTCH2 gén mutációi tehe-
tők felelőssé [30]. Mc Daniell és munkatársai olyan csa-
ládokat vizsgáltak, amely kép JAG1 génnel rendelkeztek. 
A NOTCH2gén hibáit két családban fedezték fel: az egyik 
esetben a  33. exonsplice akceptor helyét érinti a  mutáció 
(c.5930-1GA); a  másik esetben a  8. exonbantaláltak 
non-szinonim mutációt (c.1331GA). A  Hajdu-Che-
ney szindróma (OMIM:102500) egy ritka, autoszómális 
domináns módon öröklődő kötőszöveti rendellenesség. 
Fő jellemzője az  acro-osteolysis, mely gyakran társul 

3. ábra. hsa-let-7c - NOTCH2 interakció (forrás: miRTarbase)
A let-7c miRNS és a NOTCH2 fehérje között feltételezett szabályozási kapcsolatrendszer sémája.
Az ábrán látható, hogy a miRNS mely más gének expresszióját szabályozza, illetve hogy a fehérje milyen egyéb miRNS-ek 
szabályozása alatt áll. A vonalak vastagsága a validálási módszer megbízhatóságát jelöli: vastag: erős bizonyíték (pl. RT-PCR), 
vékony: kevésbé erős bizonyíték (pl. újgenerációs szekvenálás).
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polycystas vesebetegséggel és szívfejlődési rendellenesség-
gel. A  kórkép megjelenését legtöbbször a  NOTCH2 gén 
mutációi okozzák [36, 37].Ez a  tény tovább erősíti azt 
a  feltevésünket, miszerint a  géntermék hiánya hozzájárul-
hat a szív hibás fejlődőséhez.

Mindezek alapján arra következtettünk, hogy a  let-
7cmiRNS a  veleszületett szívfejlődési rendellenesség po-
tenciális biomarkere, és a  közeljövőben a  magzati szív-
ultrahanggal kombinálva alkalmazható lehet a  betegség 
kiszűrésére.
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